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摘要 : 为 了 建立 对 昆虫 核 型 多 角 体 病毒 (nucleopolyhedrovirus ) 进行 定量 检测 方法 ， 本 研究 选用 美国 白 蛾 Hyphaniria 
cunea 核 型 多 角 体 病毒 的 polyhedrin 基因 为 目的 基因 ， 经 引物 设计 、PCR 扩 增 、 目 的 片段 与 载体 连接 转化 以 及 重组 
质粒 的 鉴定 ， 并 对 重组 质粒 标准 品 和 样品 DNA 进行 检测 ， 构 建 出 美国 白 蛾 核 型 多 角 体 病毒 SYBR Creen 工效 光 和 定量 
标准 曲线 。 统 计 学 分 析 显 示 标 准 品 浓度 的 对 数值 与 Ct 值 之 间 存 在 良好 的 线性 关系 (R=0.998)。 该 方法 的 检测 灵敏 
度 为 10 ~10 拷贝 /naL， 线 性 范围 达 5 个 数量 级 ， 扩 增产 物 形 成 单一 的 特异 性 熔 解 峰 ， 组 内 组 间 的 变异 系数 均 小 于 
3% 。 根 据 已 建立 的 方法 对 不 同感 当时 间 段 的 感 病 幼 虫 进行 检测 ， 每 毫 殉 幼虫 样本 内 病毒 polyhedrin 基因 拷贝 数 增 
殖 倍 数 对 数值 与 感染 时 间 (d) 呈 正 相 关 (R =0.987)。 这 些 结果 表明 ， 建 立 的 美国 日 蛾 核 型 多 角 体 病毒 英 光 定量 
PCR 检测 方法 是 可 靠 的 ， 具 有 灵敏 度 高 、 重 复 性 好 等 特点 ， 可 为 昆虫 核 型 多 角 体 病毒 体内 增殖 动态 研究 及 昆虫 病 
毒 的 标准 化 生产 提供 参考 。 
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Establishment and application of real-time fluorescence quantitative PCR 


for detection of Hyphantria cunea nucleopolyhedrovirus 

QIAO Lu-Qin’, QU Liang-Jian , WANG Yu-Zhu , ZHANG Yong-An™”’*, YANG Zhong-Qi , TAO Wan- 
Qiang , GUAN Ling (1. Research Institute of Forest Ecology, Environment and Protection, Chinese 
Academy of Forestry, Beijing 100091, China; 2. College of Plant Protection, Shandong Agricultural 
University, Taian, Shandong 271018, China; 3. Forestry Protection Center in Beijing City, Beijing 
100029 ，China ) 

Abstract : Primers were designed based on polyhedrin from Hyphantria cunea nucleopolyhedrovirus in order 
to _ establish the detection method of SYBR Green | real-time fluorescence quantitative PCR for HcNPV ,and 
the standard curve of SYBR Green | real-time fluorescence quantitative PCR for polyhedrin was established 
through PCR amplification, ligation of target genes and vector, transformation, identification of recombinant 
plasmid and DNA sample detection. Statistic analysis showed that there was a good linear relationship 
between Ct value and the logarithmic value of plasmid concentrations (R =0.998). The sensitivity of the 
method was 10 — 1 x 10”° copies/uL, and wide detection range of 5 orders of magnitude was obtained. 
Larvae infected at different time were sampled and detected by the method, and the results showed that 
there was a good linear relation between the logarithmic value of the multiples of gene copies and the 
infection time (R= 0.987). The results show that the detection method for HeNPYV is of high sensitivity ， 
reproducibility and credibility, which will facilitate the epizootiology and the standardized production for 
Insect virus. 
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获 光 定量 PCR 技术 具有 简单 、 易 操作 、 结 果 直观、 可 徘 、 重 复 性 好 、 特 异性 强 、 定 量 准确 等 优 
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点 ， 目 前 在 国内 外 许多 领域 得 到 广泛 应 用 。 在 国 
外 ， 该 项 技术 在 人 类 医学 与 公共 卫生 (Santhosh ei 
al.，2007 ; Muiioz-Almagroa et a/.，2008 ) 、 动 物 疫 病 
监测 (Tan et al.,，2009)、 农 作物 病害 诊断 ( Varga 
and James ,2005 ) 、 环 境 监 测 ( Wu and Liu，2009 ) 、 
食品 质量 与 安全 ( Wehrle et al., 2010 ) 等 领域 的 应 用 
十 分 广泛 。 目 前 国内 不 少 研究 者 也 将 此 项 技术 应 用 
于 上 述 诸 领 域 的 研究 ( 王 明 旭 等 , 2005; 邹 和 学 条 等 ， 
2008; 张 坤 等 ，2009; 办 来 金 等 ，2009 ) 。 然 而 ， 
在 昆虫 核 型 多 角 体 病毒 研究 方面 ， 目 前 国内 外 学 者 
采用 该 方法 研究 的 实例 尚 不 多 见 。 国 内 研究 者 姚 勤 
等 (2005 ) 曾 采 用 严 光 定量 PCR 检测 法 ,人 研究 过 家 
看 核 型 多 角 体 病毒 在 其 宿主 体内 的 增殖 动态 ; 王 文 
欢 等 (2009 ) 利用 PCR 方法 研究 过 对 美国 日 蛾 核 型 
多 角 体 病毒 的 早期 检测 ; 曲 良 建 等 (2005 ) 利用 
PCR 法 证 实 棉铃 虫 核 型 多 角 体 病毒 对 棉铃 虫 经 卵 
和 肾 的 垂直 传播 。 总 体 上 讲 ， 目 前 国内 荧光 定量 
PCR 技术 在 昆虫 核 型 多 角 体 病毒 的 研究 领域 中 具 
有 更 广 的 应 用 前 景 。 

本 人 研究 以 美国 白 蛾 核 型 多 角 体 病毒 ( Hphaniria 
cunea nucleopolyhedrovirus ，HcNPYV ) polyhedrin 基因 
作为 目的 基因 ， 建 立 了 SYBR Green 工 菊 光 定 量 
PCR 检测 方法 ， 并 以 此 方法 对 不 同时 间 点 美国 日 
蛾 感 病 幼虫 进行 抽样 检测 ， 以 了 解 美国 日 蛾 核 型 多 
角 体 病毒 在 其 宿主 幼虫 体内 的 增殖 动态 。 该 方法 的 
建立 ， 为 昆虫 病毒 流行 病 学 研究 以 及 昆虫 病毒 的 标 
准 化 生产 提供 了 有 益 的 借鉴 。 


1 材料 与 方法 


1.1 主要 仪器 、 试 剂 及 供 试 病毒 株 

美国 白 蛾 幼虫 及 美国 白 蛾 核 型 多 角 体 病毒 毒 株 
由 中 国 林业 科学 研究 院 应 用 微生物 研究 室 提 供 ; 载 
体 为 Generay 公司 pTG19-T vector (产品 目录 号 
GK6021 ); 宿主 菌 为 大 肠 杆 兰 Escherichia coli 
DHSaw; Cenomic DNA 提取 试剂 盒 (MagExtractor- 
Cenome Extration, TOYOBO, NPK-S ) ; pTG-19T 
PCR 产物 克隆 试剂 盒 (GCeneray， 产 品目 录 号 
GK6021 ); TaKaRa SYBR® Premix ExTaq™ 
(TaKaRa, DRRO41A ); PCR tube ( Axygen, PCR- 
02-C); Bio-Rad IQ5 Real Time qPCR 仪 ; PCR 
Systerm 9700 ( ABI 美国 应 用 生物 有 限 公司 ); 凝 胶 
成 像 系统 Tanon2500 (上 海天 能 科技 有 限 公 司 ); 
电泳 仪 FR-250 (复旦 科技 )。 


1.2 病毒 基因 组 DNA 的 制备 

病毒 基因 组 DNA 提取 按照 Mag-Extration 试剂 
盒 描述 的 方法 进行 ， 用 紫外 分 光 光 度 计 检 测 所 提取 
的 基因 组 DNA 纯度 并 计算 浓度 ， 琢 脂 糖 电 泳 检测 
结果 。 
1.3 引物 的 设计 与 合成 

根据 CenBank 上 polyhedrin 基因 (gi| 86355520) 
序列 ， 利 用 引物 设计 软件 Beacon Designer 5.0 设计 1 
对 引物 。 上 游 引 物 为 5'-AAACCTGGACCCGCTTTG- 
3'; 下 游 引 物 为 5'-GAGTTGGTGTATTCGCTGTG-3”， 
由 上 海 生 工 生物 工程 有 限 公司 合成 。 
1.4 标准 品 构 建 
1.4.1 目的 基因 PCR 产物 扩 增 、 纯 化 与 克隆 : 日 
的 基因 PCR 扩 增 反应 体系 如 下 : ddH,O 18.5 pL; 
10 x PCR buffer 2.5 pL; dNTP Mix (10 mmol/L) 
0.5 ML; Forward primer (10 pm)1.0 pL; Reverse 
primer (10 um) 1.0 AL Taq DNA Polymerase 
0.5 pL Template DNA 1.0 pL, 共计 25.0 pL。 扩 增 
条 件 : 94% 10 min; 94%C 10 s; 55%C 30 s; 72%C 
1.0 min, 进行 30 个 循环 。 取 扩 增 产物 进行 电泳 检 
测 。PCR 扩 增 产物 纯化 按 V-gene PCR Clean Kit 提 
供 的 方法 进行 。PCR 产物 的 殉 隆 按 pTG-19T PCR 
产物 元 隆 试剂 盒 提供 的 方法 进行 。 
1.4.2 克隆 片段 鉴定 : 各 取 1 pL 菌 和 1 pL 
Genomic DNA 作为 扩 增 模板 ( 扩 增 日 的 基因 
polyhedrin 片段 )， 加 入 下 述 PCR 试剂 , 混 匀 。 
ddH2O 18.5 nL; 10 x PCR buffer 2.3 pL; dNTP Mix 
(10 mmol/L) 0.5 ML; Forward primer 1.0 HL; 
Reverse primer 1.0 LI Taq DNA Polymerase 
0.5 pL; Template DNA 1.0 pL, 共计 25.0 pL, 反 
应 条 件 同 上 。 取 扩 增 产物 进行 凝 胶 电泳 检测 。 
1.4.3 重组 质粒 的 提取 、 检 测 : 试剂 盒 提取 重组 
质粒 ， 用 紫外 分 光 光 度 计 检测 质粒 DNA 纯度 并 计 
算 浓 度 。 经 珠 脂 糖 凝 胶 电 泳 检测 其 完整 性 ， 随 后 进 
行 测序 验证 。 
1.5 标准 曲线 的 构建 

紫外 分 光 光 度 计 测定 提取 质粒 浓度 ， 依 公式 换 
算 成 拷贝 数 ， 经 稀释 得 到 浓度 为 1 x10 拷贝 /pL 
溶液 ， 并 将 其 作为 质粒 标准 品 贮存 。 将 质粒 标准 品 
作 梯 度 稀释 成 : 1 x 10°, 1 x10’, 1 x10°, 1x10”， 
1x1l0 ,1xl0 ,1x10”, 1 x10 拷贝 pL， 配制 如 
下 体系 ， 进 行 严 光 定 量 反 应 : 2 x SybrGreen 
MasterMix 10 AL; Forward Primer 0. 3 pL; Reverse 
Primer 0.5 nL; Template 2 pL; ddH,0 7 nL， 共计 
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20 AL。 反 应 条 件 为 : 953% 预 变性 2 min, 然后 按 程 
序 95%C 15 s, 60%C 15 s, 72%C 20 s， 进 行 45 个 循 
环 。 反 应 完成 后 ，Bio-Rad 检测 系统 根据 阀 值 目 动 
生成 的 动力 学 曲线 ， 同 时 计算 产生 相应 的 标准 
曲线 。 
1.6 重复 性 检验 

将 质粒 标准 品 作 如 下 4 个 梯度 稀释 : 1 x 10"， 
1xl0 ,1xl0 ,1xl0 拷贝 /ouL。 每 个 稀释 梯度 重复 
10 孔 ， 进 行 组 内 重复 性 试验 。 组 间 重 复 性 试验 时 ， 同 
1 次 反应 每 个 稀释 梯度 重复 4 筷 ， 重复 4 次 反应 。 
1.7 用 已 构建 的 标准 曲线 检测 感 病 幼虫 体内 病毒 
增殖 动态 
1.7.1 幼虫 接 毒 及 样本 提取 : 将 浓度 为 2.0 x10" 
PIBs/mL 的 美国 白 蛾 核 型 多 角 体 病毒 液 300 pL 均 
匀 接 入 内 径 为 4.5 cm 装 有 人 工 饲 料 的 养 虫 杯 中 (人 饲 
料 表 面积 为 15. 90 cm ) ， 自 然 晾 干 。 挑 取 虫 龄 为 3 
龄 初 的 美国 白 蛾 健康 幼虫 ， 置 于 洁净 空 杯 内 饥饿 
24 h 后 ， 接 入 装 有 市 毒 饲 料 的 养 虫 杯 内 饲养 。 在 
幼虫 取 食 病毒 后 0.25, 1, 1.5, 2, 4.5, 6, 9 和 
10 d 共 8 个 时 间 点 各 随机 抽取 10 涉 幼 忠 ， 用 无 落 
水 清洗 、 承 干 表面 水 分 ， 单 头 称 重 。 同 时 抽取 采用 
清洁 人 饲料 喂养 的 美国 白 蛾 健康 幼虫 样本 作为 对 照 ， 
各 样本 均 在 -20% 保存 备用 。 
1.7.2 总 基因 组 DNA 制备 : 分 别 将 虫 体 样 本 (已 
单 头 称 重 ) 加 入 液 氮 磨 碎 ， 按 照 Mag-Extration 试剂 
盒 描述 的 方法 进行 基因 组 DNA 提取 。 对 各 样本 的 
提取 程序 保持 一 致 。 基 因 组 DNA 提取 完毕 后 ， 各 
取 2 kL 提取 液 ， 用 于 艾 光 定量 检测 。 
1.7.3 ”对 感 病 幼 虫 样 本 中 目的 基因 菊 光 定量 检测 : 
以 上 述 处 理 后 得 到 的 各 时 期 幼虫 的 总 DNA 为 模板 ， 
进行 奖 光 定量 PCR 反应 。 殉 光 定 量 反 应 体系 及 反 
应 条 件 同 1.5， 反 应 结束 后 ， 根 据 各 时 期 的 样本 的 
Ct 值 和 已 建立 的 标准 曲线 ， 计 算 各 样本 中 病毒 的 
目的 基因 揽 贝 数 增殖 倍数 。 
1.8 数据 统计 与 分 析 

采用 SPSS 13. 0 统计 软件 对 不 同时 间 点 抽取 的 
幼虫 样本 的 病毒 增殖 倍数 对 数值 进行 单 因素 回归 分 
析 ， 并 用 SigmaPlot 软件 作 图 。 


2 结 采 
2.1 HeNPV 基因 组 提取 及 目的 基因 PCR 扩 增 


分 析 
图 1 为 美国 日 蛾 核 型 多 角 体 基因 组 DNA 的 提 


取 电 泳 图 。 条 带 明亮 、 清 晰 ， 表 明 提 取 的 基因 组 
DNA 结果 理想 。 图 2 为 目的 基因 PCR 扩 增 产物 电 
泳 图 。 图 中 显示 的 根据 设计 的 引物 扩 增 出 的 PCR 
产物 ， 答 进一步 纯化 克隆 。 








图 1 HecNPV 基因 组 DNA 提取 和 电泳 
Fig. 1 Isolation and electrophoresis of genomic 


DNA from HeNPV 


图 2 美国 白 蛾 核 型 多 角 体 病毒 polyhedrin PCR 扩 增 产物 
Fig. 2 PCR products for polyhedrin from HeNPV 


2.2 重组 质粒 鉴定 分 析 

图 3 为 基因 组 DNA、 质 粒 阳 性 克隆 和 蓝 斑 元 
隆 阴 性 对 照 PCR 扩 增 产物 电 沪 图。 基因组 DNA 
(5) 和 质粒 阳性 克隆 (4) 扩 增 条 带 一 致 ， 大 小 为 
218 bp ， 蓝 斑 克 隆 阴 性 对 照 无 明显 扩 增 条 带 。 表 明 
插入 片段 即 为 polyhedrin 基因 片段 。 图 4 为 构建 好 
的 质粒 标准 品 电泳 图 。 照 片 显示 质粒 DNA 大 小 在 
3 000 bp 左右 。 
2.3 克隆 片段 测序 分 析 

将 经 过 PCR 鉴定 的 阳性 克隆 片段 结果 测序 ， 
并 将 测序 结果 提交 到 GenBank 中 进行 BLAST 软件 
分 析 ， 比 对 结果 见 图 5。 从 比 对 结果 看 ， 二 者 同 源 
性 达 92% 。 证 实 了 质粒 载体 插入 的 即 为 美国 白 蛾 
核 型 多 角 体 病毒 polyhedrin 基因 片段 。 
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图 3 美国 白 蛾 核 型 多 角 体 病毒 polyhedrin 克隆 片段 电泳 图 
Fig. 3 Flectrophoresis of polyhedrin fragment cloned from HcNPV 


1; DNA 分 子 量 标准 DNA marker DL2000; 2， 3 蓝 斑 克隆 Blue 
colonies; 4: 重组 质粒 阳性 克隆 Recombinant plasmid positive colonies ; 
5: HeNPV 基因 组 DNA genomic DNA of HcNPYV. 
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AGTGATOGACGTGTTCCTGGTCATTAACCTGCGTCCCACTCGCCCCAATCGTTGCTA 
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图 4 质粒 标准 品 电泳 图 


Fig. 4 Electrophoresis of plasmid standard sample 
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下 自持 尘 王 持 下 括 于 姓 于 本 和 时 村 和 星星 姓 竺 于 于 于 让 和 
23 AGTGATGGACGTGTTTCTTGTCATTAACTTGCGCCCCACTCGCCCCAACCGTTCCTACAA 82 


ATTCTTGGCGCAACATGCCC TOCGGTOGGACGACAA TTACGTGCCCCACGAGGTCATTAG 461 


bli 二 
83 GTTCTTGGCGCAACACGCCCTTCGGTGGGACGACAATTACGTGCCOCCACGAGGTCATCAG 142 


143 TTGAGCCTTOGTACGTGGGCATGAACAACGAGTACCGCATT. 


522 AGGCOGCGGCTGOCCCATAATGAACATTCACAGCGAAT 559 


站 
203 AGGCGOCGOATCCCCCATAATGAACATCCACAGCGAAT 240 


图 5 克隆 片段 测序 结果 
Fig. 5 Sequencing results of gene fragment 
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图 6 标准 品 的 扩 增 曲线 


Fig. 6 Amplication curve of standard sample 


GATTGTTGAACCTTCGTACGTAGGCATGAACAACGAGTACCOCATCAGCTTCGCCAAACG 521 
| ou 时时 
AGCCTGGCCAAACC 


202 





2.4 质粒 标准 品 real-time PCR 扩 增 分 析 性 扩 增 。 图 7 为 炊 解 曲线 ， 图 中 没有 出 现 杂 峰 ， 也 


图 6 为 经 过 系列 梯度 稀释 的 标准 品 PCR 扩 增 
曲线 ， 从 图 中 可 以 看 出 ， 稀 释 标 准 品 有 良好 的 特异 


未 出 现 主峰 的 异常 增 宽 ， 表 明 实 验 中 未 出 现 污染 、 
引物 二 聚 体 ， 是 特异 性 扩 增 。 图 8 为 标准 曲线 ， 标 
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准 曲 线 方程 为 y = -3.460x +36.154。 扩 增 效 率 为 
94. 5% 。 表 明 标 准 品 起 始 模板 浓度 与 Ci 值 呈现 良 
好 的 线性 关系 ， 相 关系 数 为 0.998， 可 知 得 到 的 标 
准 曲 线 是 理想 的 。 从 反应 扩 增 曲线 和 熔 解 曲线 综合 
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测 灵 人 敏 度 在 10 ~ 10 拷贝 /pL 之 间 。 从 标准 曲线 
还 可 以 看 出 , 在 10 ~ 10 范围 内 ， 起 始 模板 拷贝 


数 和 常用 对 数值 和 Ct 值 有 很 好 的 线性 关系 ， 表 明 适 
于 在 宽广 的 范围 内 (5 个 数量 级 ) 对 目的 基因 进行 
检测 。 
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0 95 
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图 7 标准 品 的 熔 解 曲线 


Fig. 7 Melting curve of standard sample 
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起 始 拷贝 数 对 数值 Log starting quantity, copy number 


图 8 标准 品 的 PCR 标准 曲线 
Fig. 8 PCR standard curve of standard sample 
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2.5 重复 性 检验 


对 4 个 梯度 (1x10',1xl10% ,1xl10%，1x 
10 拷贝 ZL) 的 质粒 标准 品 进行 重复 性 试验 ， 结 果 
为 : Ci 值 组 内 变异 系数 (CV) 分 别 为 1.78% ， 
1.69% , 1.90% 和 1.82%, 组 间 变 异 系数 分 别 为 
1.61% , 1.85% ，2.37% 和 1.58% ， 均 小 于 3% ， 


表明 该 方法 重复 性 良好 。 
2.6 幼虫 体内 病毒 增殖 动态 分 析 

于 幼虫 取 食 病毒 后 8 个 时 间 扣 取样 ， 样 品 经 过 
系列 处 理 ， 进 行 灾 光 定 量 PCR 分 析 。 根 据 得 到 的 
Ci 值 和 已 建立 的 标准 曲线 方程 以 及 试验 样本 的 质 
量 ( 试 验 前 均 已 单 头 称 重 ) ， 可 以 计算 出 不 同时 间 
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点 单位 质量 (mg) 幼虫 病毒 拷贝 数 。 以 第 1 时 间 点 
实测 值 为 基数 ， 计 算出 其 他 的 时 间 点 病毒 增殖 的 倍 
数值 。 绸 将 得 出 的 倍数 值 进行 常用 对 数 转换 。 和 采用 
SPSS 13. 0 统计 软件 对 最 终 数据 进行 回归 分 析 。 结 
果 表 明 ， 在 取样 时 间 点 内 ， 幼 虫 体 内 单位 质量 病毒 
的 增殖 倍数 的 对 数值 与 感染 时 间 呈 正 相 关 ( 图 9)。 
其 回归 方程 式 为 : y = 0.311 + 2.836x; y 为 
polyhedrin 基因 拷贝 数 增 殖 倍 数 对 数值 ，x 为 幼虫 感 
染病 毒 的 时 间 (d) ， 相 关系 数 R 为 0.987。 根 据 所 
得 结果 ， 可 以 依据 不 同时 间 点 病毒 增殖 的 倍数 值 ， 
估算 出 其 在 复制 各 个 时 期 的 病毒 量 。 


4 


3 


病毒 拷贝 数 增殖 倍数 对 数值 /mg 
Log multiple of virus copies/mg 


0 2 4 6 8 10 
幼虫 感染 时 间 Days post infection (d) 


图 9 幼虫 体内 polyhedrin 基因 拷贝 数 
增殖 倍数 对 数值 与 感染 时 间 的 关系 
Fig. 9 Relationship between infection time and logarithmic 


value of copies multiple of polyhedrin 
3 结论 与 讨论 


以 美国 日 蛾 核 型 多 角 体 病毒 polyhedrin 基因 为 
目的 基因 ， 采 用 SYBR Green 工 菊 光 定 量 PCR 方法 
构建 了 标准 曲线 y = -3.460x +36.154， 相 关系 数 
为 0.998。 标准 曲线 直线 性 好 ， 检 测 灵 敏 度 在 10 
~10 拷贝 /pL 之 间 ， 线 性 范围 达 5 个 数量 级 表 
明 可 以 在 宽广 的 范围 内 对 目的 基因 进行 检测 。 扩 增 
产物 形成 单一 的 特异 性 熔 解 峰 ， 组 内 组 间 的 变异 系 
数 均 小 于 3% , 表明 建立 的 real-time PCR 检测 方法 
灵敏 度 高 、 特 异性 强 、 重 复 性 好 。 根 据 建立 的 标准 
曲线 ， 研 究 了 美国 白 蛾 核 型 多 角 体 病毒 在 宿主 幼虫 
体内 的 增殖 动态 ， 结 果 表 明 : 在 取样 时 间 点 内 ， 幼 
虫 体内 单位 质量 病毒 的 增殖 倍数 的 对 数值 与 感染 时 
间 呈 直线 相关 ， 相 关系 数 为 0.987。 该 方法 的 建 
立 ， 为 昆虫 核 型 多 角 体 病毒 实时 定量 分 析 提 供 了 技 
术 支 持 ， 同 时 对 于 昆虫 核 型 多 角 体 病毒 的 流行 学 研 
究 以 及 昆虫 病毒 的 标准 化 生产 亦 提供 了 有 益 的 
借鉴 。 


需要 指出 ，SYBR Green 1 的 检测 灵敏 度 很 高 ， 
但 是 由 引物 二 聚 体 、 单 链 二 级 结构 以 及 错误 的 扩 增 
产物 引起 的 假 阳 性 会 影响 定量 的 精确 性 。 要 想得到 
比较 好 的 定量 结 采 ，PCR 引物 设计 的 特异 性 和 
PCR 反应 的 质量 要 求 比较 高 。 因 此 采用 熔 解 曲线 
来 分 析 产 物 的 均一 性 有 助 于 更 准确 地 分 析 SYBR 
Green [ 灾 光 定量 结果 。 标 准 曲 线 定量 法 也 存在 着 
一 定 的 局 限 性 。 如 质粒 、 引 物 、 标 准 曲 线 的 其 他 模 
板 及 质粒 的 纯度 检验 等 方面 都 可 能 产生 误差 。 虽 然 
如 此 ， 由 于 标准 曲线 法 能 快速 制备 和 和 运行， 对 于 小 
规模 研究 仍然 是 一 种 十 分 有 用 的 方法 (Mackay et 
al., 2004 ) 。 
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